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摘  要 
RNA 螺旋酶在 RNA 加工过程中发挥重要作用，能够利用水解 NTP 产生的
能量参与前 mRNA 剪接、mRNA 转运、翻译起始、RNA 降解、核蛋白体生成以
及细胞核和线粒体内 RNA 转录后加工等生物学过程。根据 RNA 螺旋酶结构域
基序氨基酸残基序列的不同，RNA 螺旋酶分为 DDX 和 DHX 两个家族。已有研
究表明多种 RNA 螺旋酶在肿瘤中表达失调，部分 RNA 螺旋酶参与细胞分化、
细胞周期、细胞凋亡、癌基因表达和肿瘤耐药基因表达的调控。DHX32 是一种







BrdU 和细胞克隆形成实验三种实验方法来研究 DHX32 在结直肠癌细胞 SW480
和 HCT-8 细胞增殖方面的影响。结果显示 DHX32 沉默后抑制了 SW480 和 HCT-8
细胞的增殖和克隆形成能力。接着我们又用了 transwell 的方法研究了 DHX32 对
SW480 和 HCT-8 细胞迁移和侵袭的影响。结果显示，与对照组相比 DHX32 沉
默后 SW480 和 HCT-8 的细胞迁移和侵袭能力明显降低。我们又做了细胞划痕愈
合实验进一步验证 DHX32 对 SW480 细胞迁移能力的影响，结果正如我们预想
的那样，DHX32 沉默后 SW480 的细胞愈合能力明显下降。为了进一步明确我们





















我们的研究结果表明 DHX32 在结肠癌中可能是一个新的癌基因。 
















RNA helicases are important enzymes involved in all aspects of RNA metabolism, 
which could utilize the energy derived from NTP to participate in RNA processing, 
including pre-mRNA splicing, RNA transport, translation initiation, RNA degradation, 
ribosome generation and post-transcriptional processing in cell nucleus and 
mitochondria. Based on the sequence differences at the motifs of the helicase domain, 
RNA helicases are classified into two families, DDX and DHX. Previous studies have 
shown that some RNA helicases are dysregulated in various of cancer. And some 
RNA helicases are involved in cell differentiation, cell cycle, apoptosis, oncogene 
expression and drug resistance gene expression. DHX32 is a novel putative RNA 
helicase, which belongs to the DHX family of RNA helicases. The expression of 
DHX32 is down-regulated in acute lymphoblastic leukemia. Our previous study firstly 
reported that the expression level of DHX32 in colorectal cancer tissues was 
significantly up-regulated compared to its adjacent normal tissues by real time 
RT-PCR and was associated with cancer location, differentiation grade, cancer nodal 
status, lymph gland metastasis and Dukes’ stage. However, the exact biological 
function and molecular mechanism of DHX32 are unknown.  
In this study, we also detected the expression of DHX32 was up-regulated in the 
human colorectal cancer cell lines. In order to explored the role of DHX32 in the 
development of colorectal cancer, DHX32-knockdown and DHX32-overexpressing 
stable cell lines were established. Our results showed that knockdown of DHX32 
inhibited cell proliferation by CCK-8, BrdU and Colony formation assays in SW480 
and HCT-8 cell lines. Transwell assays were performed to study the role of DHX32 in 
SW480 and HCT-8 cell migration and invasion. Our results showed that the migration 
and invasion capabilities of SW480 and HCT-8 cells were reduced after DHX32 
knockdown compared with their control cells. We also carried out wound healing 















was gradually reduced after DHX32 knockdown. In order to further verify the above 
function of DHX32, we successfully established stable DHX32-overexpressing 
SW480 cell line. Correspondingly, our results show that overexpression of DHX32 
promoted SW480 cell proliferation, migration and invasion. Moreover, our data 
showed that the activation of Akt was reduced in the DHX32 knockdown cells. 
Previous studies have shown that the Akt signaling pathway is involved in cell 
proliferation, migration, invasion and apoptosis in the colorectal cancer. Thus, our 
results suggest that DHX32 may play an important role in the development of 
colorectal cancer by the Akt signaling pathway. However, the identification of the 
exact molecular mechanism involved requires further investigation. Taken together, 
the results of our study suggest DHX32 may be a new oncogene. 
















英文缩写 英文全名 中文名称 
CRC Colorectal cancer 结直肠癌 
DDX DEAD box helicase DDX 螺旋酶 
DHX DEAH box helicase DHX 螺旋酶 
NTP Nucleoside triphosphate 核苷三磷酸 
ATP Adenosine triphosphate 三磷酸腺苷 
Bcl-2 B cell lymphoma 2 B 细胞淋巴瘤基因-2 
BH Bcl-2 homology domain Bcl-2 同源结构域 
PKB proteinkinaseB 蛋白激酶 B 
BrdU Bromodeoxyuridine 溴脱氧尿苷 
HRP horseradish peroxidase 辣根过氧化酶 
TEMED N,N,N,N-tetramethyl ethylene diamine 四甲基乙二胺 
APS Ammonium persulfate 过硫酸铵 
SDS Sodium dodecyl sulphate 十二烷基磺酸钠 
TBS Tris Buffered Saline 三羟甲基氨基甲烷缓冲盐水 
PVDF Polyvinylidene Fluoride 聚偏二氟乙烯 
NF-κB nuclear factor-kappa B 核因子κB 
BSA Bovine Serum Albumin 牛血清白蛋白 
DMSO Dimethyl Sulfoxide 二甲基亚砜 
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 















ECL Enhanced chemiluminescene 化学发光自显影 
EDTA Ethylene Diamine Tetracetic Acid 乙二胺四乙酸 






GST Glutathione S-Transferase 谷胱甘肽 S-转移酶 
OD Optical Density 光密度 
PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 
RPMI1640 
Roswell Park Memorial Institute 1640 
media 
RPMI 1640 培养基 
WB Western blotting 蛋白免疫印迹 
Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane 三羟甲基氨基甲烷 
PMSF  Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 
RT-PCR 




DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
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第一章  前言 
1.  结直肠癌简介 
结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是常见的消化道肿瘤之一，严重威胁人
类的健康。根据世界卫生组织国际癌症研究机构公布的资料显示，2002 年全球
结直肠癌新病例占全部癌症的 9.4%，其中女性发病率居于第 3 位，男性发病率
居于第 4 位，结直肠癌的死亡病例约占总发病例数的一半[1]。近年来结直肠癌在
全球的发病率和死亡率呈明显上升趋势，2007 年结直肠癌新增病例将近 120 万，


















伴随着 APC 基因的突变。APC 基因是重要的抑癌基因， 早由 Herrera 在 1986
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突变中 K-ras 基因的改变是 常见的突变之一。K-ras 基因的突变是的 RAS 蛋白
始终处于激活状态，持续刺激促进细胞增殖的信号通路，使其保持持续的激活，










2.  RNA 螺旋酶 DHX32 概述 
随着分子生物学技术的深入研究，现已发现很多与结直肠癌发生发展相关的
基因和蛋白。我们的前期研究首次报道了 RNA 螺旋酶 DHX32 基因在结直肠癌
中的表达水平高于癌旁正常组织，并且与结直肠癌的发生部位、组织学分级、癌
栓形成、淋巴结转移和 DUKES 分期密切相关[14]。 
DHX32 是一种新发现的 RNA 螺旋酶。RNA 螺旋酶是一类能够通过水解三
磷酸核苷（NTP）将 RNA 双链打开的一类酶[15]。RNA 螺旋酶具有一个典型的螺
旋酶结构域，该结构域由 8 个保守基序（I, Ia, Ib, and II-VI）组成[16]。根据螺旋
酶结构域基序 II的氨基酸残基序列不同可分为DDX（DEAD box helicase）和DHX
（DEAH box helicase）两个家族，分别含有 36 个和 14 个成员，如：DDX1、DDX2、
DDX17、DHX9 和 DHX32 等[17, 18]。RNA 螺旋酶结构域的 8 个保守基序具有水解
NTP、结合 RNA 和解螺旋活性。研究表明 RNA 螺旋酶结构域基序 I 中的赖氨酸
和基序 II 中的天冬氨酸、谷氨酸以及组氨酸对于 RNA 螺旋酶 ATP 酶活性是关键
的，基序 III 与解螺旋活性有关，基序 VI 则能够通过它基本的 QRXGRXGR 序














第一章  前言 
 3
转运、RNA 降解、核糖体生成以及细胞核和线粒体内的 RNA 转录后加工[20, 21]。
Manojlovic Z 等[22]研究发现 LARP6 可能通过招募 RNA 螺旋酶 A 至胶原蛋白
mRNAs 的 5’非翻译区而促使其翻译，RNA 螺旋酶 A 对于人体大量的蛋白的合
成起着关键作用。Soto-Rifo R 等[23]研究表明 RNA 螺旋酶 DDX3 能够替代翻译起
始因子 eIF4E 结合到 HIV-1 基因的 5’帽子结构，从而促进翻译的起始。Guo XE
等[24]发现 RNA 螺旋酶 SUV3 作为一个 RNA 降解体在维持线粒体基因组稳定和
RNA 降解方面具有双重作用。Tau 蛋白外显子 10 剪接的调节对于 tau 蛋白病变
起着重要作用，Nicol SM 等[25]发现了第一个能够与剪接位点颈环结构相互作用
的 RNA 螺旋酶 DDX5，RNA 螺旋酶 DDX5 通过调节 5’剪接位点的颈环结构进
一步调节 tau 蛋白外显子 10 的剪接。Choi YJ 等[26]发现 RNA 螺旋酶 DDX3 和








转录本的形成[28]。越来越多的研究表明 RNA 螺旋酶和癌症发生相关。Kubler K
等[29]研究表明RNA螺旋酶RIG-1的靶向激活将诱导人类卵巢癌细胞凋亡的发生。
Wang R 等[30]研究发现 RNA 螺旋酶 p68 能够促进胶质瘤细胞在体内和体外的增
殖。Kikuta K 等[31]发现了一种新的生物标记分子标记 RNA 螺旋酶 DDX39，可以
用来预测胃肠道间质瘤病人的不良预后。Bol GM 等[32]研究发现 RNA 螺旋酶
DDX3 在乳腺癌中的表达与缺氧相关蛋白 HIF-1a 等有关，在乳腺癌缺氧环境中起
重要作用。 
DHX32 是 2002 年 Abdelhaeem[20]在研究急性淋巴细胞白血病时发现的一种
新的 RNA 螺旋酶，在急性淋巴细胞白血病中表达下调。DHX32 编码基因位于
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